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RESUMEN

ROJAS MARTINEZ, ANA MA. AISLAMIENTO DE Chrlamydia psittaci EN AVES DE
ORNATO MEDIANTE CULTIVO CELULAR Y LA TPRUEBA DE
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (Bajo ta direccion de: MVZ. M. Sc. Cristina
[iscalante Ochoa y MVZ, José Luis Solorzano Velasco).

Con el fin de determinar la presencia de Chlamydia psittaci en aves de ornato,
clinicamente sanas en nuestro pals, fueron muestreadas 40 aves de los géneros
Amazona, Agapornis, Ara, Pionus y Ramphastos, 20 de ellas mantenidas en condiciones
de cautiverio y 20 en semicautiverio. Las muestras cloacales y conjuntivales fueron
inoculadas en monoestratos celulares de fibroblastos de raton L-929 con medio COON'S
F-12 suplementado y adicionado con polietilenglicol al 7%, e incubadas durante 6 dias a
37°C, en atmdsfera humeda con 6% de CO,. Las inclusiones clamidiales citoplasmaticas
caracterlsticas se identificaron mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta,
utilizando sueros policlonales especificos, al realizar una coloracidon con anticuerpos
marcados con isothiocianato de fluorescelna dirigidos contra el LPS clamidiano, ya que

ésta técnica inmunohistoquimica realizada a partir de cultivos celulares es muy sensible,

~ asegurando uria especificidad alta en el diagnostico de Ia clamidiosis. Paralelamente se

analizaron las muestras mediante procedimientos de bacterioiogla general a fin de
observar [a relacion existente entre Chlamydiae y otros microorganismos bacterianos
mesofilos aeroblos concomitantes. Ei 100% de 1as muestras de ambos grupos fue positivo
al aislamlento de Chlamydia psiltaci mediante la‘ prueba de inmunofluorescencia
indirecta.. Los microorganismos de los géneros Corynebacterium, Erysipelothrix,
Flavobacterium, Klebsiella, Kurthia, Staphylococcus, ActinomyGes y Escherichia se

aislaron en porcentajes de del 5§ al 25 % a partir de las muestras cloacales. De las
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muestras conjuntivales en porcentajes de 5 al 20% las bacterias pertenecientes a los
géneros Kiebsiella, Neisseria y Staphylococcus; no se observaron diferencias entre
ambos grupos de aves ni retacion aparente entre Chlamydia psittaci y las otras bacterias

aisladas.

1. INTRODUCCION

En 1893, en Parls se informd la transmision de un agente infeccioso de los pericos a los
humanos, mismo que causaba un cuadro clinico signos de influenza, al cual Morange, en
1895 denomind como psitacosis (del latin psittacus = loro). At principio se pensé que la
psitacosis aviar ocurria solamente en aves psitdcidas, sin embargo, en 1932 Meyer y
Eddie, reportaron un caso de psitacosis en huhanos infectados a partir de pollos
enfermos. En 1938, Haagen y Mauer aislaron al agente en un petrel (ave marina). En
1840 Pinkerton y Swank lo encontraron en pichones domésticos infectados. Wollins en
1948, report6 varios casos en patos domésticos, A partir de entonces se nombré a esta
enfermedad ornitosis. Actualmente, el término que se utiliza es el de ‘clamidiosis” que
deriva de la palabra griega chlamys que significa ocultar (3,17,39). La clamidiosis es una
Infeccion expandida en todo el mundo afectando a los animales domésticos y slls)estres. y
que a través del tiempo se ha caracterizado por tener una alta frecuencia en infecciones

subclinicas (5,31,37).
L1 ETIOLOGIA

El orden Chiamydiales contiene a la familia Chiamydiaceae y ésta al género Chlamydia,
con las siguientes especies C. trachomatis, C. psiltaci, C. pneuomoniae y C. pecorum

(2.10,19,39).
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C. psiltaci es un microorganismo procariote intracefular obligado, considerado como un

parasilo de energia, posee una envoltura similar a las bacterias Gram negativas, ésta
envoltura posee al lipclisacarido (LPS), el cual contiene al trisacérido 3 deoxy-D- mano-2-
acido octulosonico (Kdo) de la secuencia Kdo (28- « Kdo (2-4), esta estructura
representa un epitopo especlfico del género Chlamydiae, se divide por fision binaria
dentro de un ciclo Unico de desarrollo, por la formacién de inclusiones intracitoplasmaticas
caracteristicas y remarcando con ello su capacidad de esquivar las defensas inmunes de

la célula huésped (1).

'La morfologla de la bacteria varia segiin su curso dentro del ciclo de desarrollo y se
presenta de dos formas: A) el cuerpo elemental (CE): particula electrodensa esférica
aproximadamente de 0.2 a 0.3 mm de didmetro que representa la forma infecciosa del
microorganismo, extracelular responsable de la adherencia y la promocion de su entrada |
a la célula epitelial. B) el cuerpo reticular (CR) particula que mide aproximadamente 0.6 a
2 mm, osmdticamente fragil, que representa la forma Intracelular metabdlicamente activa
y a cargo de la multiplicacion de la bacteria; asl el CR sintetiza su propio ADN, ARN y
protelnas, pero algunas de sus propiedades son limitadas pues no puede completar la
via de las pentosas, y no utilizan el piruvato en la ruta del cicio de Kreb's. Sin embargo si

pueden calabolizar ef acido pirdvico, el Acido aspartico y el dcido glutamico (32,42).
1.2 CEPAS DE Chlamydia psittuct

Chlamydia psittaci se ha aislado de un gran ntmero de aves y mamiferos, incluyendo al

hombre, y también en una especie de rana africana (Xenopus laevis) (6,26,32,40). -

Las cepas aviares estan contenidas en un solo biovar, que incluye a 6 serovares (A a F)

presentan una gran diversidad en patogenicidad y virulencia, ya que éstas varian segin el
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ave que Ia hospede, e incluso algunas cepas apatdgenas pueden causar daro a otras

especies de animales (39).
13 CICLO DE DESARROLLO
El ciclo caracteristico de multiplicacién Chlamydiae consiste esenclalmente de 5 fases:

1) Adherencia.- EI CE presenta un tropismo preferencial por la membrana las células del
epitalio cilindrico, esencialmente células de la mucosa respiratoria y digestiva de las aves,
asi como los macréfagos. Se ha sugerido que la célula hospedadora posee receptores

para esta bacteria.

2) Penetracion.- EI CE induce su propia ingestion mediante una invaginacion de ia
membrana externa de la célula huésped penetrando al interior de la misma en una
vacuola (endocitosis) y evitando la fusién fagolisosomal a través de mecanismos no

completamente dilucidados a la fecha.

3) Transicién de Cuerpo Elemental hacia Cuerpo Reticular.- La reorganizacién del CE
metabélicamente inerte al CR metabdlicamente activo, consiste en una modificacion a
nivel de la membrana de CE, los puentes disulfuros interproteicos desaparecen, se

realiza una sintesis de ADN, ARN y proteinas transformandolo en CR.

4) Multiplicacion bacteriana.- El CR lInicia un proceso repeiitivo de fisién binarii
incrementandose asi la poblacién clamidial y en consecuencia ocasionando que la

inclusién aumente de tamafio,

§) Transicion de Cuerpos Reticulares a Cuerpos Elementales.- La maduracién de! CR se

+ lleva a acabo dentro de Ia inclusion hasta que se convierte en CE infectante. Este es un -

proceso inverso al mencionado en el inciso 3) en ambos casos se desconocen el o los

factores que determinan estas interconversiones.
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6) Liberacion de los Cuerpos Elementales.- La célula huésped se lisa por la liberacion de

enzimas de Chlamydiae dando lugar a la liberacién de cientos de CE cada uno de los

cuales es capaz de Infectar a una nueva célula, (9,25,33,37,39,41,42) {Figura No. 1).

En el caso de las cepas clamidiales que afectan a las aves, el ciclo de desarrallo tiene

una duracidn de promedio de 36 a 50 horas (38).
1.4 EPIZOOTIOLOGIA

Al menos 159 especies aviares son actuaimente reconocidos como hospedadoras de
Chlamydia psittacl, y éstas generalmente la aibergan en forma subclinica. Se ha visto que
los psitdckios como son los loros y pericos entre otros, y fos colubiformes, entre los que
se encuentran palomas, pichones y tériolas; son reiativamente menos resistentes a la
infeccidn, representando los grupos reservorios naturales mas importantes,
correspondiendo el 25% de las especies hospedadoras a especies psitaciformes. €n la
actualidad, 1a tasa de prevalencia que ha sido diagnosticada en varias areas de los
Estados Unidos de Norte América va desde un 15 a 30% reportada para aves
psitaciformes, mientras que para aves columbiformes es de 30 a  80%
{4,21,23,24,30,40,41.44). Los paseriformes como canarios, pinzéh, cardenal, entre otros;
san sensibles. Los faisanes, pollos, pavos y gallinas de Guinea que pertenecen a las
gallindceas, son ias principales fuenies de infeccion para los humanos en Estados Unidos
de Norle América; siendo los pollos relativamente més resistentes a las infecciones
clamidiales en comparacion con los pavos. También se ha identificado en los palmipedos,
en petreles, a‘vestruces.’avu rapaces y carrofieras (3.4,6,18,33,43). ‘

La transmisidn de Chlamydia psittacl entre las aves, asi como la manifestacidn clihicé de
fa clamidiosis se relaciona con la virulencia del micraorganismo, susceptibilidad de

huésped, cambios en su microckms, y faclores de tenslan como mala nutricién,
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sobrepoblacion, transporte, migracion, pacdsitos (ascaridiosis, giardiosis), periodo de

reproduccion (3, 4,5,13,31,45),

La ingestion e inhalacién de aerosoles y excretas infectadas son las rulas més
importantes de transmision en la naturaleza; los recién nacidos pueden infeclarse con
exudados o excretas infecciosas de los padres. siendo la alimentacién por regurgitacion
determinante en la exposicion y transmision; la transmision por artropodos también se ha

sugerido. La transmision vertical ha sido demostrada en los patos (4,6).

Considerando Unicamente a las aves que se han informado infectadas en vida libre, el 22
% corresponde a las aves paseriformes (aves de percha), un 23 % en caradriformes
{(aves de costa, gaviotas, golondrina de mar.etc.) seguida de un 16 % de aves
anseriformes (aves acudticas), el restante 39 % incluye 11 érdeneé y 43 especies de
diferentes variedades de aves, de nichos ecoldgicos y de zonas geograficas (4).

1.5 CUADRO CLINICO Y PATOLOGICO

Presentacidn sobreaguda: se observa particularmente en aves jévenes y aves de talla

pequeda, la muerte es subita sin signos aparentes.

Presentacion aguda: se observa parlicularmente en los géneros Amazona y Ara. La
enfermedad se presenta en forma sistémica, el animal se encuentra abatido, acurrucado,
con aias caldas, con un aspecto de adormecimiento y con estremecimienlb. hipertermia,
pérpados semicerrados, blefaroconjuntivitis, e incluso puede haber queratoconjuntivitis.
También presenta problemas respiratarios como disnea, polipnea, descarga nasal
seromucosa, estornudos; y problemas digestivos como géslroenterilis, dando lugar a
diarrea amarilla, verdasa o café, y plumgs pericloacales sucias. Existe poliuria, la orina
frecuentemente es de color amarillento o verdoso por la presencia de bileverdina, Las

hembras generaimente dejan de poner, y si la postura continia se incrementa la
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mortalidad embrionaria. Asi mismo existe afeccién del sistema nervioso central, con

manifestaciones de paralisis y convulsiones, mismos que preceden a la muerte, la cual
generalmente ocurre de 4 a 15 dias después que la bacteria a infectado a las células del

ave.

Presentacidn _crdnica: los signos que se abservan son esencialmente respiratorios:
disnea, tos, estertores, estornudos y descarga nasal, acompafiados de descarga ocular.
Después sobreviene una recuperacion aparente. En los pichones este tipo de cuadro
clinico generalmente es el curso normal de la clamidiosis, se han observado torticolis,

epistdtonos, tremor y convulsiones.

Presentacion_subclinica o_inaparente: en la mayoria de los casos son portadores
asintomaticos. Para los psitacidos que viven en hogares pariculares, la tasa de
portadores crénicos asintomaticos se ha estimado en un 10 a 40 %, e incluso hasta en un

100%; la prevalencia se ha basado en el aislamienlo de Chamydia psittaci de aves

muertas (mascotas) varia de un 20 a 50 % y por las diferencias de métodos de

diagndstico que se han utilizado (3, 45).

Las lesiones por clamidiosis que se observan a la necropsia son basicamente similares
en té mayorla de especies de aves. Se presenta serositis con exudado fibrinoso denso
amarillento en drganos y tejidos  de la cavidad toracica y peritoneal, hepatomegalia,
esplecnomegalia, pericarditis y neumonia. Particularmente en los psitacidos existe
esplecnomegalia, hepatomegalia, enteritis, asrosaculitis serofibrinosa o fibrinosa densa,

pericarditis y conjuntivitis (3,6,23,36,39).

Hisl'olégicamenté las lesiones son minimas dependiendo de la virulencia de la cepa, de la
susceptibilidad del huésped y de la ruta de infeccion. £n los 6rganos'y tejidos  de Ia

cavidad toracica y peritoneal se ha observado_ gran nimero de macréfagos, linfocitos y
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heterdfilos. En el aparato respiratorio existe consalidacion pulmonar, resullado de una

infiltracién de macrdfagos, edema, congestion y hemorragias. El higado de las aves
infectadas presenta necrosis multifocal con infitracion de heterdfilos, macréfagos,
monocitos y células plasmaticas, proliferacion e hiperplasia de las células de Kupffer que
rodean hemosiderina. La deplesion del tejido linfoide, proliferacidn de las cétulas del
sistema reticulo endotelial y macrofagos (histiocitosis) se han encontrado en el bazo.
Finalmente el dafio vascular puede explicarse por el exudado serofibrincso que se
encuentra en la superficie de los drganos y en los sacos aéreos, aunque cabe mencionar
que en infecciones cronicas, la aerosaclitis puede ser fibrinosa o granulomatosa.

(6,13,23,24,25,36 41).
1.6 DIAGNOSTICO

El diagnéstico en animales vivos se realiza a trévés de la historia clinica, examenes
complementarios como las radiografias con medios de contrasts, donde se llega a
observar un aumento en la densidad de los sacos aéreos, hepatomegalia,
esplenomegalia, desplazamiento de las visceras abdominales y una disminucion en et
espacio visible de los sacos aéreos. Las pruebas hematoldgicas muestran una
leucocitosis mafcada {un aumento de 2 a 3 veces del rango normal), principalmente en
los géneros Amazonas y Aras, al igual que heterofilia y anemia. La biquimica sanguinea
muestra un aumento en protelnas totales, deshidrogenasa lactica {LDH), transaminasa

‘glutdmica oxalacética {TGO), fosfatasa alcalina (CPK),- globtlinas y acidos biliares (3).

Los criterios que se utilizan para el diagnostico defintivo  de la clamidiosis en aves
requiere de la inoculacion de embriones de pollo, animales de laboratorio o de cultivo
celular para el aislamiento del microorganismo, |a observacion de lesiones n1acrosc6picas

caracteristicas a la necropsia y con la demostracion del microorganismo.en los tejidos por
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medio de tinciones histologicas como Giménez, Giemsa, Maquiavello entre otras

{(15,16,19,23,24,35,40,45), o por metodos de inmunofluorescencia que emplean
anticuerpos policlonales contra Chlamydia psittaci. (3,12,32,34 41).

E! diagnostico diferencial se realiza con enfermedades como Pasterelosis, Salmonelosis,
Calibacilosis, Micoplasmosis, Influenza Aviar y Enfermedad Respiratoria Cronica (3,6,13).
1.7 PREVENCION

La prevencion de la enfarmedad en los psitacidos requiere de un tiempo de cuarentena’
de 30 dias an los que se debe dar un tratamiento profilactico con tetraciclinas y Qna vez
que se le entrega al duefio éste debe continuarlo por 15 dias. A fa fecha no existen
vacunas comerclales disponibles (24,29,43).

18 TRATAMIENTO

El tratamiento en aves incluye, tratamiento de sostén, terapia de fluidos. luna dieta
suplementada con lactulosa, vitaminas y administracion de antibidticos somo fas
tetraciclinas, de efecto bacteriostaticos, en cuyo caso, se debe tener cuidado porque
pueden causar necrosis cuando se aplican por via intramuscular. Algunos psitacidas son
muy sensibles a estos antibidticos como en los géneros Ara hyacynthe, Ara ararauna,
Agapornis sp. ¥ Cacalua sp., en los que se ha observado regurgitacion y méyor
decaimiento del ave, para evitar estas complicaciones, se debe reduck la dosis. Otro
quimioterapeutico que se ha utilizade son las quinolonas, como la enrofloxacina y
ciprofioxacina; éstas producen un efecto bacteric!dé, su dosis es menor y reduce el

tiempo de trataniento. Las dosis varjan de acuerdo a la especie, edad y estado general

del ave (3,19,30,39,43).
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1.9 CLAMIDIOSIS EN HHUMANOS CAUSADAS POR Chlamydia psittaci

Los humanos son infectados por inhalacion de excretas secas, descarga lagrimal y nasal
de aves contaminadas, en las cuales el agente puede sobrevivir, El periodo de incubacion
es de 5 a 14 dias y la presentacion clinica de la psitacosis humana puede variar
considerablemente, desde una infeccion inaparente, un ligero resfriado, una neumonia
atipica, hasta una enfermedad sistémica;, siendo caracterizados por fiebre, dolores
musculares, escalofrio y dolores de cabeza. De igual forma la enfermedad puede iniciar
como un ligero resfriado o comenzar abruptamente con fiebres altas, escalofrios, dolores
de cabeza, anorexiay con tos generalmente prominente (6,11,19,20,31,33).

El diagnéstico se realiza por medio de los signos clinicos; radiografias toracicas, en las
que generalmente se observa una infiltracion en ambos (ébulos pulmonares y pruebas
seroldgicas. Las personas en riesgo incluyen criadorés, vendedores y cuidadores de
aves para mascotas, asi como trabajadores de plantas de procesamientos de aves, y
veterinarios (11,21.22,37,45).

La clamidiosis en humanos puede confundirse con fiebre Q, tularemia y neumonias
bacterianas, el tratamiento de la enfermedad se realiza con tetraciclinas 500 mg cada 4
horas via oral, durante 7 a 10 dias {43).

EnMéxico se desconoce la presencia de C. psillaci en las aves, por conslguiente no se le
ha diagnosticado, ademds en o'casiones puede estar enmascarada por otfos
microorganismos lo que la puede confundir con cualquier otra enfermedad. Debido a esto

la informacion con la que contamos en el pals es insuficiente.



III. OBJETIVOS GENERALES

1. Aislar a Chlamydia psiitaci a partir de muestras cloacales y conjuntivales en cultivo
celular L-929, de aves clinicamente sanas manlenidas en cautiverio y semicautiverio para
su identificacién posterior con la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

2. Procesar muestras paralelas para caracterizar otras bacterias mesofilas aeroblas que
se encuentre poblando la mucosa cloacal y conjuntival de las aves de ornato con las

técnicas de rutina del laboratorio del Depto. de Bacteriologia y Micologla de la FMVZ.

IV. MATERIAL Y METODOS

IV.] OBTENCION DE MUESTRAS

Se colectaron 2 muestras por individuo a partir de cloaca y conjuntiva utilizando hisopos
estériles, tomadas de 40 aves clasificadas en 2 grupos. El primer grupo abarcd 20 aves
que han sido criadas en cautiverio en casas particulares, mientras que el segundo grupo
comprendié 20 aves que viven en semicautiverio en los parques recreativos Atlantis,
Reino Aventura y Acuario Aragdn ubicados en México D. F. Las aves pertenecen a los
sigu’ientes géneros: Amazonas autumnalis, A. ochrocephala, A. aesltiva, A. albifrons, A.
festiva (Ibros): Ara ararauna, A mz;cao (Guacamayas), Aralinga sp. (periquitos verdes);
Agapomis. sp. (‘periquitos del amor“. o inseparables); Melopsittacus sp. (periquitos
australianos); Rhamphastos sulphuratus (tucanes).

Para la deteccion de Chlamydia psiltaci las muestras se colocaron en 2 ml de medio de
transporte SPG (Sucrosa' , Fosfato' y Glutamina"), adicionado con 10% dé suero fetal

bovino?, 100 mgiml de estreptomicina’, 100 mg/ml de kanamicina', 50 mg/ml de

'Sigma Chemlen) Co, ST, Louis MO. 63178, USA.
2 In Viira, S.A. México,
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vancomicina' y 50 mg/ml nistatina®. Para el estudio bacterioldgico de meséfilos aerobios
se transportaron en medio de Stuart®,

Todas las muestras fueron transportadas al Departamento de Microbiologia e
Inmunologla de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM para su
analisis.

V.2 AISLAMIENTQ DE Chlamydia psittaci

21 PREPARACION DEL INOCULQ

Las muestras en SPG se colocaron en el agitador orbital* durante 1 hora, después se
homogeneizaron por unos segundos en un vértex® y se centrifugaron durante 20 minutos
a 800 x g, obteniéndose el antigeno de la muestra suspendido en el sobrenadante;
finalmente, | mi de cada uno de los sobrenadantes se aimacend en tubos eppendmf6
a -70°C hasta su utilizacidn. {Diagrama de flujo No. 1)

2.2 INFECCION DE MONOESTRATOS

Para la realizacidn del aislamiento en cultivo celular se utilizaron monoestrates celulares
con la linea L-929° fibroblastos de ratén, se prepararon propagando las fibrobfastos en
botellas de poliestirenc a una cancentracion de 1.1 x 105 “cels/ml, utilizando medio RPMI?
sublementado con 10 % de suero fetal bovina? 100 mg/mi de estreptomicina’ ,100 mg/m!
de kanamicina' , 50 mg/mi de vancomicina' y 50 mg/mi nistatina’, 1 % aminoacidos no
esenciaies® y 1 % de L - glutamina’, Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmasfera

hiimeda hasta obtener el 100 % de confiuencia celular.

" Sigma Chemical Co. ST, Louis MO. 63178, USA.

2 In Vitro, S.A. México.

3 Merck Darntadt, R, #. Alemania, Merck de México.

4. Orbitnl shaker, Bellco Biotechnology, Vynetand, New Jersey. USA.

5. Super Mixer , Cat. No. 1290 . Lab-line Instruments Ine, Melrose Park ill, USA.
G NUNCLON DELTA. fter Med, Nunc. Dinamark.
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Después de este procedimiento, el medio fue reemplazado, las células se tripsinizaron’y

subcultivaron en microplacas de 24 pozosB que contenlan en su interior un cubreobjetos
de 13 mm de didmetro a una concentracion de 0.7 x 109 cels/mi ulilizando medio
COON'S F-12' suplementado con 10% suero fetal bovino?, 100 mg/mi de estreptomicina’,
100 mg/ml de kanamicina' 50 mg/ml de vancomicina' y 50 mg/ml nistatina, y 1 %
aminoacidos no esenciales’ y 1 % de L-glutamina’. Las microplacas fueron incubadas a
37°C en una atmésfera himeda, hasta obtener un 60% de confluencla celular, esto
aproximadamente a las 15 horas de iniciado el cultivo.

Al momento de la infeccion, se reemplazo el medio de cada pozo con medio
COON'S F-12' suplementado y adicionado con polielilenglicol'° al 7%, tras lo cual se
adicionaron 200 ul de los indculos previamente preparados, utilizando 2 pozos/muestra.
Las microplacas se incubaron a 37°C en una atmésfera humeda con 6% de co,

durante 72 horas; después de este tiempy se les renové el medio, incubandose otras 72
|

horas bajo las mismas condiciones, (Figuré 2).

2.3 _CONTROLES

En los dos Ultimos pozos de la parte superior de cada microplaca, se colocd una dilucién
1:100 de Chlamydia psittaci cepa T 23 de afeccion en ovinos, donada por P.C. Griffiths
del Laboratorio Central Veterinario de Weybrige, inglaterra, como control positivo. La
dilucién de la cepa se realizé con SPG, y corresponde a 4 x 107 UFlml (UFI= unidades

formadoras de inclusiones). Como control negativo fueron ulilizados monoestratos

! Sigima Chemical Co. ST. Louis MO. 63178. USA.

2 [n Vitro, S.A. México.

6. NUNCLON DELTA, inter Med, Nunc, Dinamark.
7. DIFCO Laboratories, {xetrait, Michigan, USA.

1 ).T, Baker U222-08. Xalostae, Méxicy.
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celulares no infectados, los cuales se mantuvieron en las mismas condiciones que los

anteriores.

A fin de observar el efecto que otras bacterias mesdfilas aerobias reportadas en este tipo
de aves pudieran tener sobre las células, se utilizd otra microplaca con monoestratos
celulares y con 60% de confluencia celular, donde se inocularon con 200 pl de las
siguientes bacterias: Saimonella typhimurium, Klebsiella sp., Acinelobacter calcoacelicus,
Escherichia coli K 99, Staphylococcus [ hemolitico y Neisseria sp., a 0.5 de Mac Farfand
que corresponde a 5x10' unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
aproximadamente; en dilucidon 1:40, 1:80 y 1:120. Asi mismo, se dejaron en este caso
monoestratos celulares sin infectar, las infecciones se realizaron con la finalidad de que
quedaran como controles negativos. I.a microplaca se incubd durante 3 horas a 37°C en
atmoésfera hameda con 6% de CQ,_(Figura 3).

2.4_IDENTIFICACION

La identificacidn de Chlamydia psittaci se llevo a cabo mediante la prueba de
inmunofluorescencia inciirecta, utilizaﬁdo un suero policlonat contra Chiamydia psittaci
preparado en conejos en el Departamento de Microbiologla e Inmunologla, de la Fac.
Med. Vet. Zootec. UNAM., y conjugado comercial anti /gG de conejo marcado con
isotiocianato de fluorescelna' (FITC). Una muestra se diagnostica posltiVa al observar las
inclusiones citoplasmaticas caracterist[cas de la bacteria, y a aquellas’identiﬁcadas como
negativas en la primoinfeccion se les realizd un pase ciego. En caso de obtener un:

resultado negativo tras un segundo pase, la muestra fue considera como negativa.

' Sigma Chemicat Co. ST, Louis M(L.63178. USA.
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TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

La técnica se realizé de la manera siguiente® se retird el medio del cultive celular y los
cubreobjetos se fijaron con 1 ml de metanol absoluto® , durante 10 minutos, tras los
cuales se dejaron secar perfectamente procediendo a la adicion de 100 yl de suero de
conejo (dilucién 1/100),contra Chlamydia psittaci, incubandose por 15 minutos en una
atmdsfera himeda a 37°C. Una vez realizada la Incgbacién, los cubreabjetos se lavaron 2
veces con PBS estéril pH de 7.4 durante 2 minutos y a continuacion se agregaron 100 pl
de una dilucion 1/100 del conjugado sobre cada cubreobjetos, (el conjugado se contrastd
previamente con azul de Evans®, dilucion 1/2000 (0.5 ui/ml). Los monoestratos con el
conjugado se incubaron por espacio de 15 minutes en una atmésfera humeda a 37°C en
seguida, lavéﬁdose 2 veces mas con PBI estéri pH de 7.4. Finalmente los cubreobjetos
se montaron en portacbjetos con 6 pl de resina (la superficie que tenla células quedo
hacia abajo), y se revisaron en el microscopio de Iuz ultravioleta” a una
amplificacién de 40 x.

V.3 IDENTIFICACION DE MESOFILOS AEROBIOS.

Las muestras contenidas en medio de Stuart® se sembraron en medio agar Sangre® y
agar MIcConkey3 por medio de la técnica de aislamiento en cultive puro y se incubaron a
37°C hasta 72 horas. Una vez que se observ crecimiento bacteriano, se hicieron frotis
fijos'a partir de una colonia aislada, los que se tifieron con Gram y se revisaron al
microscopio optico a una amplificacién de 100 x. |

Estas bacterias se identificaron por medio de pruebas bioquimicas de rutina segun e

manual de procedimientos Bergey's* (Diagrama de flujo No.2),

* Merck Darmtadt, R, I, Alemania. Merck de México.

8 GIBCO. Limited PO BOX 35 Pasley. Scotland, UK.

9 Micostar IV Leicaa, Inc. Buffalo, N. Y. USA.

*Murray R:G. : Bergey's Manual of Systematic Editorial Buard Williams & Wilkins, Baltimore. 11SA.



V. RESULTADOS
V.LIDENTIFICACION DE Chlumydia pyittaci

La deteccién del microorganismo a través de la técnica de inmunofluorescencia, se
observa en inclusiones intracitoplasmaticas de un color amarillo y los fibroblastos en
color rojo. Los 2 grupos de aves muestreados en cautiverio y semicautiverio, correspondié
a un 100% de inmunofluorescencia, tanto para las muestras cloacales como para las

conjuntivales (figura No. 4).

De esle modo, se observé que los efectos del antigeno en los monoestratos celulares

mostraban importantes diferencias entre ellos, como por ejemplo:

Cambios en la morfologia de la célula huésped. En los monoestratos que se infectaron

con muestras cloacales, se observéd mayor destruccién celular, una mayor cantidad de
células redondas y una menor cantidad de inclusiones en cada célula, en relacion a
los monoestratos que fueron infectados con muestras conjuntivales, en estos la
destruccidn celular fue menor, hubo un mayor nimero de fibroblastos alargados aunque
las incluslones clamidiales eran mas pequefias, pero con mayor niimero de inclusiones

“clamidiales/mueslra,

‘Diferencias en |a variacion en el grado de infeccion. Considerando solamente la presencia
de inclusiones clamidiales, el grado de infeccion por Chlamydia psittaci en los
fibroblastos, se observé dentro de un rghgo del 20 al 90% para ambos tipos de mu‘estras
analizadas. Sin embargo, considerando cada tipo en patticufar, Se encontré que en los
monoestratos celulares . infectados con indculos cloacales esta variacion no fue
significativa, mientras que en aquellos infectados a partir de inéculos conjuntivaies arriba

del 50% de los cutivos/imuestra, presentaron cerca del 90 % de infeccion (Figuras 5 yb),
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Asi mismo, @s importante mencionar que se observaron cuerpos elementales que

rodeaban ala céluta, aproximadamente en un 30 % de la muestras conjuntivales y en un

10 % de las muestras cloacales.

La morfologla de_inclusiones clamidiales. En las muestras cloacales las inclusiones

citoplasmdticas se observaron de mayor tamafio en comparacion con las muestras

conjuntivales, pero con un nmero mayor de bacterias en estas tftimas.

Otro punto de interés, fue la observacién de “inclusiones abortadas” que se encontraban
fuera de la célula infectada sin que ésta se haya lisado. Este fendomeno se detectd en un
15% de las muestras cloacales y.7.5% en las muestras conjuntivales, pero unicamente
sucedio en los monoestratos que tenian una infeccion con inclusiones clamidiales mayor

al 80 %.

Por ofro lado, en los monoestratos inoculados con las baclerias mesdfilas que se
utilizaron cumo controles para comprobar que no hubiera ninguna reaccion positiva no se
observé ningin cambio en las células de estos, tan poco presenté nada que pudiera

parecerse a una Inclusién similar a las que forma Ctamydia psittaci.
V.2 BACTERIOLOGICOS DE MESOFILOS AEROBIOS

Los aislamientos de bacterias mesdfilas aercbias obtenidos trabajo de cioaca 'y

conjuntiva de las aves en cautiverio y semicautiverio muestreadas son los siguientes:

A) Del primer grupo, 20 aves en cautiverio. se aislaron de las muestras cloacales
Corynebacterium pseudotuberculosis (2/20) en A. achrocephala, C. xerosis (3/20) en 
Amazonas autumnalis, A. Albifrons y A. festiva; Eryisipelothrix rhusiopathiae (4/20) en A.
ochrocephala, Agapornis sp., Aratinga sp., y Melopsitacus sp, Flavobaclerium

spiritivorum (1/20) de Aratinga sp.; Klebsiella sp. (5/20) de Melopsitlacus sp; Kurthia sp.
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(1/20) en Aratinga sp; Staphytococcus aureus (3/20) en A. aestiva, A. albifrons, A. festiva

y Staphylococcus saprophyticus ( 2120) en Amazonas autumnalis.

De las muestras que carrespondieron a conjuntiva se aislaran Klebsiella sp. 1/20 en
Amazonas autumnalis, Neisseria sp. (4/20) en Melopsiltacus sp., y Staphylococcus sp
(1/20) de Melopsittacus sp.

B) En el segundo grupo 20, aves en semicautiverio, los géneros que se identificaron de
muestras de cloaca fueron: Corynebacterium haemolyticum (1/20) en A. farinosa; C.
murium  (1120) de Ara ararauna: C. pseudotuberculosis (1/20) en Rhamphastos
suiphuratus;, Actynomices pyogenes (1/20) en A. aesliva, Erysipelothrix rhusiopathiae
(2/20) en A. farinosa y A. macao; Escherichia coli (2/20) en Ara ararauna; Klebsiella sp.
(1/20) en A, macaoy Staphylococcus saprophyticus (2/20) A. farinosa.

Para las muestras conjuntivales los géneras correspondientes fueron: Corynebacleriun.
murium (1/20) de A. macao; Klebsiella sp. (1/20) en A. fannosa; Nefsseria sp. (2/20) en
A. asslivay Rhamphaslos sulphuratus; y Staphylococcus sp., (1/20) en Ara ararauna.

(Cuadros 1y 2).

VI DISCUSION.

La clamidiosis en las aves se ha diagnosticado en tado el munda, princlpalmente se ha
demostrado 1a presencia del microorganismo en aves muertas que padecieron la
enfermedad, en heces, o hisopo cloacal y con la deteccian de anticuerpos anti-clamidia.

Loé resultados que se obtuvieran en esta investigacion coinciden con la informes de
clamidiosis en forma inaparente en los psitécidbs mediante 1a técnica de

inmunofluorescencia que van hasta un 100 % (3,30,3237), poniendo de manifiesto Ia
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presencia de la bacteria Chlamydia psittaci, aves clinicamente sanas que por tanto

pueden sugerirse como portadores asintomaticos de la enfermedad (23,36).

Probablemente la temperatura juegue un papel importants en la adaptacion detlas cepas
aviares de loros (V51) (80026), de pavos (TT3), de pericos (6BC), y de cacattias {80033)
enire otras. Se ha mencionado que fa capacidad de adherencia de la bacteria mediada
por receplores varia de acuerdo a la temperatura, y en este caso, {al vez la temperatura
de las aves (41°C) favorezca la adhesitn (30). También se conoce que la temperatura
optima de multiplicacion para 1a bacteria debe ser menor a 37°C sin disminuir los 35°C;
alguno;v. autores mencionan que tal vez esta caracteristica justifique el tropismo hacia la
conjuntiva en las aves y el tracto respiratorio donda la temperatura es menor a los 37°C
{30). De tal forma se podria pensar que Ia temperatura del tracto gastrointestinal limita la

multiplicacion de las bacterias y esto sea lo que induce a las infecciones subclinicas en

las aves.

La variacion en el porcentaje de infeccion de los monoestratos infectados con muestras
cloacales {entre 20 y 80 %) y conjuntivales (en su r;layoria cérca del 90 %), se puede
atribuir a las siguientes causas: la capacidad det microorganismo para infectar la célula
épitelial, debido a las variaciones de virulencia que existen entre las cepas da Chlamydia
psittaci, las diferencias entre las especies de aves, {as diferencias que existen entre los
factores de relacién parasito-huésped, ia capacidad del antigeno para adaptarse al cultivo
celudar y Ia cantidad de! aﬁtigeno de cada muestra (8). La cantidad del antigeno puede
variar en cada muestra ya que la eliminacion del microorganis‘mo es de forma
intermitente, en relacién a las condicicﬁes def habitat de cada ave, y alatensiona fa que

es sometida diariamente; (esto disminuye {a cantidad de antigeno que se elimina) (3,5.8)
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Por otra parte, la presencia de puntilleo que se observé y que corresponde a cuerpos

elementales fuera de la célula se puede explicar por las diferencias de virulencia entre las
cepas de C. psittaci, ya que tal vez, algunas de estas cepas requieran de un mayor
tiempo para infectar a las células del cultivo celular y esto puede sugerir una capacidad
de cepa para adaptarse al cultivo in vitro. Esto se observé mas en muestras tomadas de
cloaca y en algunas muestras de conjuntiva por lo que se puede atribuir a que sean
menos virulentas que las muestras de conjuntiva. Se sabe por ejemplo que el ciclo de
desarrollo de las cepas clamidiales entéricas y de aborto de afeccion en ovinos es de 30y
70.5 horas respectivamente, debido probablemente a la competencia que existe con otros
microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal y reproductivo (8.14), y que los
tiempos en que las cepa.s de afeccion en pavos llevan a cabo su ciclo de desarrollo
varian igualmente; de tal forma que las cepas altamente patdgenas se multiplican mas
rapido que las cepas de baja patogenicidad (38). A pesar de esto, en la actualidad, los

mecanismos por los cuales las aves alojan al bacteria no se conocen claramente (39).

La gran mayoria de los inforines que existen en otros paises reportan a casos positivos a

Chlamydiae en aves muertas 6 en aves infectadas experimentalmente (6,24,26.36 41).

La substancia inmunodeterminante del antigeno de grupo del género Chlamydia es un
lipopolisacarido acldico con residuos de Kdo, que también se encuentra presente en

algunas bacterias Gram negativas como Salmonella del quimiotipe’ rugoso y algunos

“serovares de Acinelobacter calcoaceticus (27,28). Asl mismo, se ha demostrado qué en

algunas pruebas serologicas para Chlamydia pueden encontrarse reacciones falsas

positivas en un rango del 1 al 2 % debido a algunos casos a contaminaciones bacterianas

(7). De acuerdo a o que se ohservé al infectar las células L-929 con las olras bacterias

mesofilas aerobias, demuestra que el porcentaje de aislamiento de Chlamydia psittaci
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determinado en este trabajo en las aves muestreadas no es consecuencia de reacciones
cruzadas positivas con estas bacterias (41). |

En este estudio, se realiz6 a partir de aves infectadas naturalmente; sin embargo, las
técnicas de aislamiento en cultivo celular acompanado de inmunofluorescencia
demostraron ser un buen procedimiento para el aislamiento y la identificacion del
microorganismo. El diagnéstico de infecciones subclinicas (23,45), demuestra que puede
seguir utilizandose y ampliarse para quien la requiera como técnica de diagnéstico en el
pals. La prueba de inmunofiuorescencia indirecta tiene una sensibilidad. 88.9%,
especificidad: 96.3%, eficacia; 93.0% y un limite de confianza: 99.5% (4,32,37).Por otro
lado, las bacterias que se aislaron junto con Chlamydia psitaci, pueden contribuir
indirectamente a la manifestacion de la clamidiosis en algun momento, dado que estas
especies pueden comportarse como patégenos oportunistas, algunos de ellos pueden
afectar la misma region anatémica que afecten las clamidias.

Debido a que las aves se encuentran clinicamente sanas podemos pensér que estas
bacterias forman parte de la fiora de cloaca o conjuntiva, por lo que no se les puede
relacionar con la presencla de Chlamydia en la aves muestreadas (3).

Finalmente serla importante ampliar este estudio al identificar el tipo de cepas aviares que
existen en nuestro pais, buscar nuevas alterativas para proporcionar mayor informacién
en nuéstro medio, evitar el contrabando, dar a conocer alos duefios de aves el riesgo de
un posible contagio si no se conoce el estado real de salud del ave, y buécar de ser

necesario el control gubemnamental.
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FIGURA No. 1. CICLO DE DESARROLLO DE LAS CHLAMYDIAS.
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DIAGRAMA DFE FLUJO No. 1. PROCESAMIENTO DEL ANTIGENO PARA LA
IDENTIFICACION DE Chlumydia psittaci,

[ Muestra cloacal o conjuniival'con hisopo estérif

/

SPG*

1

Agitacion (1hr) Agitador Orbital (Bellco USA)

|

[ Agitacion (seg) Vortex 1

!

Centrifugacion {20 min)

800xg,4°C

l

[ Tomar 1 ml sobrenadante

Almacenamiento del sobrenadadnte a -70° C

* Medio de transporte para Chlamydiae SPG (Sucrosa fosfato y glutamina).
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FIGURA No.2. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL CULTIVO CELULAR (L- 929) EN MONOESTRATOS Y
CONTROLES.

Control +
cepaT23




FIGURA No. 3. REPRESENTATION ESQUEMATICA DEL CULTIVO CELULAR (L-929) EN MONOESTRATOS Y
CONTROLES POSITIVOS. ’ :

S spokimurian Xiobsinlia sp A _sirs P Ecpherchiaonli Stagh Aheomalitico  Neoi 12 SO
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DIAGRAMA DE FLUJO No. 2. PROCESO DE LAS MUESTRAS PARA EL
AISLAMIENTQO DE MESOFIL.OS AEROBIOS.

LMugﬁ(:a.sm;aLuQJum‘waLcmmst.esiéu‘L,_l

|

l Medio detransporte STUART}

|

L Slembra por cultivo puro en agar sangre y agar MacConkey ‘

¢

[ Incubacidn (hasta 72 hrs) ]

[ Tincion Gram de una colonia en cuitivo puro l

/ \

Bacterias Gram + T Bacterias Gram -

l Pruebas Bioquimicas J

Cocos: catalasa, coagulasa, Bacilos: oxidasa, TS1,5IM,
Q-F, carbohidratos urea citrato, reduccion de
Baclios: catalasa, hemolisis,
carbohidratos, TS nitratos, carbohidratos.




1CACION DE Cllamydia psinaci POR MEDIG DE LA TECNICA DE
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FIGURA No. 3. IDENTILF




No. de muestras

FIGURA No.5. GRADO DE INFECCION PORC. psittaci EN CULTIV O
CELULAR (L-929) A PARTIRDE MUESTRAS CLOACALES EN AVES DE
ORNA TO.

50%  60% 70% 80%
Percentaje de infeccion clamidial en el monoestrato.



FIGURA Ne. 6. GRADODE INFEGOON DE C psitraci  EN QATIVO QX ILAR(1:929) A PARIIR
DE MLESTRAS CONJUNTIVALES DE AVES DE ORNATQ

Namero de muestra

40% ) 7C% 80%
Porcentaje de infeccion clamidial en el monoestrato.




CUADRO No. | BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS AISLADAS A PARTIR DE AVES EN CAUTIVERIO (GRUPQ 1).

TIPO DE MUESTRA MICROORGANISMO AISLADO :
1
GENERO REACCION AL GRAM Na AVES
, BACILOS t f
HISOPO CLOCAL Corynebacterium pseudotnberculosis |  POSITIVO : 2120 i
n =20 Corynebacterium xercsis POSITIVO 3720
Erysipelotrix rhusiopathiaz POSITIVO i 420
Ficvobacteriurn spirisivorum POSITIVO H 120 ;
Klebsiella sp. NECGATIVC 520
Kurthia sp. POSITIVO 120 :
cocos | :
Stophylococcus aureus POSITIVC i 320 !
Staphylococcus saprophyticus POSITIVO i 2:20 :
i
BACILOS . ;
HISOPO CONJUNTIVAL Klebsiella sp NEGATIVO 1 120
n=20 ‘ i
Neisseria sp NEGATIVO i 20
Stophylococeus sp. POSITIVO i 720




CUADRO No. 2. BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS AISLADAS DE AVES EN SEMICAUTIVERIO (GRUT(O 2).

TiPO DE MUESTRA

MICROORGANISMC AISLADO

—

GENERO REACCION AL GRAM | No AVES:
HISOPO CLOACAL BACILOS
n=20 Corynebacterium haemolyticum POSITIVO /23
Corynebacterium murium POSITIVO 125
Corynebactenium pseudotuperculesis | POSITIVO 1120
Actincmyces pyogenes PGSITIVO 1720
Erysipeiotrix rhisiopathiae POSITIVO /20
Escherichia coli NEGATIVO 2728
Klebsiella sp. NEGATIVG w2e
cocos
Staphylococcus saprophyticus POSITIVO
HISOPO CONJUNTIVAL BACILOS ‘
n=20 Corynebacterium muritm POSITIVO /20
Kiebsiella sp. NEGATIVO 126 |
cocos : ‘
Neisseria sp. NEGATIVC 3 220
Staphylococcus sp POSITIVO i W20
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